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(57) Abstract 

Described is a device (16) for ate se- 
lection and detection of at least two spectral 
regions in a beam of light (14), the device 
including a selection unit (25) and a detec- 
tion unit (26). To ensure reliable simulta- 
neous selection and detection of different 
spectral regions plus high yield and sim- 
plest possible construction, the device is 
designed such that the selection unit (25) 
comprises means (27) for splitting the light 
beam (14) up into its spectral components 
and means (28) for not only masking off 
a first spectral region (29) but also reflect- 
ing at least part (30) of the spectral region 
which is not m«df«< off, and the detection 
unit (26) comprises a first detector (31) lo- 
cated in the path of the light in the masked- 
off first spectral region (29) and a second 
detector (32) located in the path of the light 
of the reflected spectral region (30). 




(57) Zi 

Fine Vomchtung (16) zur Selektion und Detektion mindestens zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls (14), mit einer 
Selektionseinrichtung (25) und einer Detektionseimichtung (26) ist zur zuverlHssigen gleichzeitigen Selektion und Detektion unterschiedlicher 
Spektralbereiche bei hober Ausbeute und bed einrachster Konstmktion derart auagestaltet, dafl die Selektionseinrichtung (25) Mittel (27) zur 
spektralen Zerlegung des Lichtstrahls (14) und Mittel (28) einerseits zum Ausblenden eines ersten Spektralbereicfas (29) und andererseits zur 
Reflexion zumindest eines Teils (30) des nicht ausgeblendeten Spekoalbereichs und die Detektionseinrichtung (26) einen im Strahlengang des 
ausgeblendeten ersten SpekOalbereichs (29) angeardneten ersten Detektor (31) und einen im Strahlengang des rcflektierten Spektralbereichs 
(30) angeoxdneten zweiten Detektor (32) umfaflt 
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'Vorrichtung zur Selektion und Detektion mindestens 
zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls" 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Selektion und De- 
tektion mindestens zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls , 
mit einer Selektionseinrichtung und einer Detektionseinrich- 
tung. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine Vor- 
richtung der in Rede stehenden Art, die sich zum Einsatz in der 
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie eignet. 

Aus der Literaturstelle "Proceedings of Scanning, Vol. 13, 
Supplement I, 1991, Seiten 1-76 und 1-77" ist ein konfokales 
Fluoreszenzmikroskop bekannt, mit dem sich der Spektralbereich 
eines Farbstoffes detektieren laJ3t. Ein von einem Laser erzeug- 
ter Lichtstrahl wird mit Hilfe optischer Bausteine zu einem zu 
mikroskopierenden Objekt gefuhrt und von diesem reflektiert 
bzw. regt dort Fluoreszenzstof f e an, Der Reflexions- oder 
Fluoreszenzlichtstrahl wird mittels eines Strahlteilers aus- 
gekoppelt und iiber ein optisches Filter einem Detektor zugelei- 
tet. Das Filter erfiillt die Aufgabe, den Spektralbereich des 
Farbstoffes auszublenden. Ist der relevante Farbstoff in dem zu 
mikroskopierenden Objekt enthalten, so wird dieser aufgrund der 
hohen IntensitSt von dem Detektor erkannt. Folglich ist es auf 
diese Weise bei einer bspw. biomedizinischen Anwendung moglich, 
eingefarbte Zellen bzw, Zellstrukturen in einem Objekt nachzu- 
weisen. 

Auch ist es bereits bekannt, die zuvor beschrieb.ene Mikrosko- 
piertechnik in erweitertem Umfange anzuwenden. So werden bspw. 
unterschiedliche Zellbestandteile gleichzeitig mit zwei oder 
raehreren Farbstoff en gefarbt, urn die raumliche Korrelation der 
Zellbestandteile feststellen bzw. untersuchen zu kdnnen. Im 
Rahmen dieser Anwendung ist es jedoch erf orderlich, die unter- 
schiedlichen Spektralbereiche der jeweiligen Farbstoffe aus dem 
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insgesarat ref lektierten Lichtstrahl auszublenden. Dazu werden 
bislang Strahlteiler und optische Filter verwendet, die auf den 
jeweiligen Spektralbereich exakt abgestiramt sind. Jeder ausge- 
blendete Lichtstrahl wird dann in fur sich bekannter Weise ei- 
nem eigens dafiir vorgesehenen Detektor zugefiihrt. 

Die zuvor genannte, zur Selektion und Detektion mindestens 
zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls dienende Vorrich- 
tung, von der die hier vorliegende Erfindung ausgeht, hat den 
ganz erheblichen Nachteil, daJ3 fur jeden Farbstoff ein beson- 
deres Filter erforderlich ist. Insbesondere im Hinblick auf die 
Moglichkeit der Detektion verschiedener Farbstoffe bzw. Farb- 
stoff kombinationen hat dies zur Folge, dafl eine Vielzahl von 
Filtern - systembedingt - bereitgestellt sein mui3 . Ein weiterer 
Nachteil der bekannten Vorrichtung ist darin zu sehen, daJ3 die 
Intensitat des von dem Objekt ref lektierten Lichtstrahls durch 
die Filter verringert wird. Dies hat wiederum zur Folge, daB 
fiir eine zuverlassige Selektion und Detektion von Spektralbe- 
reichen an die Detektoren erhbhte optische und ggf . elektroni- 
sche Anf orderungen gestellt werden miissen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine Vorrich- 
tung zur Selektion und Detektion mindestens zweier Spektralbe- 
reiche eines Lichtstrahls anzugeben, die sich bei einfachster 
Konstruktion zur zuverlassigen Selektion und Detektion unter- 
schiedlicher Spektralbereiche eignet. Die Selektion und Detek- 
tion der unterschiedlichen Spektralbereiche soli gleichzeitig 
und mit hoher Ausbeute erfolgen. 

Die erf indungsgema!3e Vorrichtung zur Selektion und Detektion 
mindestens zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls lost die 
voranstehende Aufgabe durch die Merkmale des Patentanspruches 
1 • Danach ist eine Vorrichtung der in Rede stehenden Art derart 
ausgebildet, dafl die Selektionseinrichtung Mittel zur spektra- 
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len Zerlegung des Lichtstrahls und Mittel einerseits zum Aus- 
blenden eines ersten Spektralbereichs und andererseits zur Re- 
flexion zumindest eines Teils des nicht ausgeblendeten Spek- 
tralbereichs und die Detektionseinrichtung einen im Strahlen- 
gang des ausgeblendeten ersten Spektralbereichs angeordneten 
ersten Detektor und einen im Strahlengang des ref lektierten 
Spektralbereichs angeordneten zweiten Detektor umfafit. 

In erf indungsgeraafler Weise wird aus dera spektral zerlegten 
Lichtstrahl ein erster Spektralbereich ausgeblendet . Der nicht 
ausgeblendete Spektralbereich wird - gleichzeitig - zumindest 
zum Teil reflektiert, wobei sowohl der ausgeblendete erste 
Spektralbereich als auch der hier reflektierte Spektralbereich 
raittels jeweils eines Detektors detektiert wird, und zwar durch 
Anordnung der Detektoren im jeweiligen Strahlengang. In erfin- 
dungsgemcLfier Weise ist demnach erkannt worden, daJ3 die Korabina- 
tion von Ausblenden eines ersten Spektralbereichs und Reflek- 
tieren des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs zu einer 
scharfen Trennung und sorait einzelnen Detektion der so vonein- 
ander getrennten Spektralbereiche fuhrt. Auf die. jeweiligen 
Spektralbereiche abgestimmte Filter sind somit nicht erforder- 
lich. 

Wie bereits zuvor erw&hnt, wird aus dem spektral zerlegten 
Lichtstrahl ein erster Spektralbereich ausgeblendet und der 
nicht ausgeblendete Spektralbereich wird reflektiert. Die zum 
Ausblenden dienenden Mittel sind dabei derart ausgelegt, da!3 
der ausgeblendete erste Spektralbereich exakt dem hier zu 
detektierenden Spektralbereich entspricht. Gleiches gilt fur 
den ref lektierten Spektralbereich/ der' durch besondere Ausge- 
staltung der Ref lexionsf lache definierbar ist. Dieser reflek- 
tierte Spektralbereich kann im Rahmen einer besonders vorteil- 
haften Ausgestaltung durch im Strahlengang des ref lektierten 
Spektralbereichs angeordnete Mittel im Umfange eines zweiten - 
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definierten - Spektralbereichs ausgeblendet werden . Der zweite 
Detektor ware dann im Strahlengang des ausgeblendeten zweiten 
Spektralbereichs angeordnet, wobei auch hier wieder eine Selek- 
tion - durch den zweiten Detektor selbst - stattfinden konnte. 

Sofern eine Selektion und Detektion weiterer Spektralbereiche 
erf order lich ist, kSnnten die Mittel zum Ausblenden des zweiten 
Spektralbereichs - wie im Falle der Mittel zum Ausblenden des 
ersten Spektralbereichs - Vorkehrungen zur Reflexion zuroindest 
eines Teils des hier nicht ausgeblendeten Spektralbereichs um- 
fassen. Auch hier ware der zweite Detektor im Strahlengang des 
ausgeblendeten zweiten Spektralbereichs angeordnet. Im Strah- 
lengang des nunmehr weiter ref lektierten Spektralbereichs ware 
dann ein dritter Detektor anzuordnen, so daJ3 insgesamt drei 
Spektralbereiche detektierbar sind. Auch im Strahlengang des 
weiter ref lektierten Spektralbereichs konnten Mittel zum Aus- 
blenden des dritten Spektralbereichs vorgesehen sein, so daJ3 
dann der dritte Detektor im Strahlengang des ausgeblendeten 
dritten Spektralbereichs angeordnet ist. Die zuvor genannte An- 
ordnung, namlich die Vorkehrung mehrerer Spektralbereiche aus- 
blendenden und ref lektierenden Mittel sowie Detektoren, k5nnte 
auch in kaskadierter Form kombiniert sein, so daJ3 der jeweils 
ausgeblendet e Spektralbereich detektiert und der jeweils 
reflektierte Spektralbereich ggf . abermals ausgeblendet und 
ebenfalls detektiert werden kann. 

Hinsichtlich einer besonders kompakten Ausgestaltung der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung ist es von besonderem Vorteil, wenn 
die zum Ausblenden und ggf. zur Reflexion dienenden Mittel und 
der jeweils dazugehorende Detektor als integrale Baugruppe aus- 
gefuhrt sind. Zur Kaskadierung waren hier entsprechende Bau- 
gruppen zu kombinieren, die lediglich hinsichtlich ihrer Anord- 
nung und Dimensionierung aufeinander abzustimmen sind. 
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Hinsichtlich einer konkreten Ausgestaltung der erf indungsgem.S- 
Ben Vorrichtung ist es im Hinblick auf eine einfache Konstruk- 
tion von Vorteil, wenn die Mitt el zur spektralen Zerlegung des 
Lichtstrahls als Prisma ausgefiihrt sind. Ebenso konnte es sich 
hierbei um ein optisches Gitter oder gar urn ein Hologramm han- 
deln. Wesentlich ist jedenfalls, daJ3 eine spektrale Zerlegung 
des einfallenden Lichtstrahls stattfindet, so daJ3 ein divergie- 
render Lichtstrahl zur Verfiigung steht. 

Zur Beeinf lussung der zu selektierenden und schliefllich zu de- 
tektierenden Spektralbereiche konnte das Prisma bzw. das Gitter 
oder das Hologramm urn eine vorzugsweise orthogonal zum ein- 
fallenden Lichtstrahl verlaufende Achse schwenkbar ausgefiihrt 
sein. Insoweit lieJ3e sich der Spektralbereich bei f eststehenden 
Mitteln zum Ausblenden einfachst beeinf lussen. 

Die Mittel zum Ausblenden eines Spektralbereichs konnten als 
Blende, vorzugsweise als Spaltblende, ausgefiihrt sein. Handelt 
es sich dabei um Mittel einerseits zum Ausblenden eines Spek- 
tralbereichs und andererseits zur Reflexion zumindest eines 
Teils des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs, so konnten 
diese als Spiegelblende ausgefiihrt sein, die auf mindestens ei- 
ner ihrer dem einfallenden Licht zugewandten Oberflachen eine 
vorzugsweise total ref lektierende Beschichtung bzw. einen Spie- 
gel aufweist. Sowohl der Spalt der Spaltblende als auch die re- 
flektierende Flache bzw. die ref lektierenden FlSchen konnten in 
ihrer Position und/oder Winkelstellung veranderbar sein, wozu 
diese Veranderungen vorzgusweise iiber einen Motorantrieb konti- 
nuierlich, d.h. stufenlos, erfolgen konnten. In Erganzung zu 
der Verstellbarkeit des zuvor beispielh'af t genannten Prisma 
laJ3t sich auch hier der zu selektierende Spektralbereich ein- 
stellen bzw. vorgeben, wobei durch kombinierte Einstellbarkeit 
einerseits der Mittel zur spektralen Zerlegung und andererseits 
der Mittel zum Ausblenden und Reflektieren eine besonders ex- 
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akte Vorgabe bzw. Einstellung des interessierenden Spektralbe- 
reichs stattfinden kann. 

2ur Vermeidung von Beeinf lussungen durch Streulicht bzw. zur 
Unterdriickung des primaren Anregungslichtes k5nnten die Mittel 
zum Ausblenden eines Spektralbereichs und ggf . zur Reflexion 
zumindest eines Teils des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs 
in vorteilhaf ter Weise weitere Mittel zum Ausblenden von Spek- 
trallinien aufweisen. Dabei konnte es sich vorzugsweise urn sog. 
Lichtf alien handeln. Diese Mittel zum Ausblenden von Spektral- 
linien konnten als nicht ref lektierende Bereiche bzw. lichtab- 
sorbierende Bereiche ausgefuhrt sein, wobei es sich hier 
schlicht und einfach urn Sackl5cher handeln konnte, worin sich 
das einfallende Licht nach Mehrf achref lexion "totlauft" . Diese 
zum Ausblenden von Spektrallinien dienenden besonderen Mittel 
konnten wiederum als integrale Bestandteile der zum Ausblenden 
der zu detektierenden Spektralbereiche dienenden Mittel ausge- 
fiihrt sein. 

Des weiteren ware es auch denkbar, die als Lichtfallen dienen- 
den, nicht ref lektierenden Bereiche in ihrer Position und/oder 
Winkelstellung veranderbar zu gestalten, so daB auch insoweit 
eine exakte Einstellbarkeit gegeben ist. Die Veranderung konnte 
vorzugsweise iiber einen Motorantrieb kontinuierlich erfolgen, 
so da/3 bestimmte StreulichtzustSnde kompensierbar sind. 

Auch ware es denkbar, in den unterschiedlichen Strahlengangen 
der ausgeblendeten und/oder ref lektierten Spektralbereiche 
grundsStzlich Mittel zur Reduktion von Streulicht anzuordnen, 
so daB durch Streulicht bedingte Storeinf liisse weitgehendst 
vermieden sind. 

Hinsichtlich einer exakten Abstimmung der erf indungsgemaBen 
Vorrichtung ist es von Vorteil, wenn die Mittel zur spektralen 
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Zerlegung des Lichtstrahls und die Mittel zum Ausblenden eines 
Spektralbereichs und ggf . zur Reflexion zumindest eines Teils 
des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs in ihrer Winkelstel- 
lung und/oder Position relativ zueinander veranderbar sind. In- 
soweit konnte zur Vorgabe des zu detektierenden Spektralbe- 
reichs eine exakte Abstimmung stattfinden. Auch konnten die 
verschiedenen Mittel zum Ausblenden eines Spektralbereichs und 
ggf. zur Reflexion zumindest eines Teils des nicht ausgeblende- 
ten Spektralbereichs unter- bzw. zueinander in ihrer Winkel- 
stellung und/oder Position relativ zueinander veranderbar sein. 
Folglich ware insoweit eine exakte Einstellung der unterschied- 
lichen "Ausblendungsstuf en" moglich. Schliefllich konnten die 
Detektoren in ihrer Relativlage zu den Mitteln zum Ausblenden 
eines Spektralbereichs und ggf. zur Reflexion zumindest eines 
Teils des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs in ihrer Win- 
kelstellung und/oder Position zueinander veranderbar sein. Auch 
insoweit lieBen sich die ausgeblendeten und zu detektierenden 
Spektralbereiche aberraals beeinflussen bzw. vorgeben, wobei 
samtliche zuvor genannten VerSnderungen von Winkelstellungen 
und/oder Positionen vorzugsweise iiber einen Motorantrieb erfol- 
gen konnen. 

Schliefilich sei ganz besonders hervorgehoben, daJ3 die zuvor er- 
orterte erf indungsgeraai3e Vorrichtung im Strahlengang eines kon- 
fokalen Fluoreszenzmikroskops einsetzbar ist, wobei die Vor- 
richtung dem eigentlich Fluoreszenzmikroskop zur Aufnahme des 
dort ref lektierten Lichtstrahls bzw. Fluoreszenzlichtstrahls 
nachgeschaltet ist. 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten*/ die Lehre der vorlie- 
genden Erfindung in vorteilhaf ter Weise auszugestalten und wei- 
terzubilden. Dazu ist einerseits auf die dem Patentanspruch 1 
nachgeordneten Anspruche, andererseits auf die nachfolgende Er- 
lauterung dreier Ausf iihrungsbeispiele der Erfindung anhand der 
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Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlauterung der 
bevorzugten Ausf uhrungsbeispiele der Erfindung anhand der 
Zeichnung werden auch im allgeraeinen bevorzugte Ausgestaltungen 
und Weiterbildungen der Lehre erlSutert. In der Zeichnung zeigt 

Fig. 1 in einem schematischen Blockschaltbild ein konfokales 
Fluoreszenzmikroskop rait einer erf indungsgemafcen Vor- 
richtung, 

Fig. 2 in einem Diagramm ein iiber der Wellenlange und der 

IntensitSt eines Lichtstrahls auf getragenes Koordina- 
tensystem, in dem die Spektren zweier Farbstoffe dar- 
gestellt sind, 



Fig. 3 in einem schematischen Blockschaltbild ein erstes 

Ausfuhrungsbeispiel einer erf indungsgemS3en Vorrich- 
tung zur Selektion und Dektektion zweier Spektralbe- 
reiche eines Lichtstrahls, 

Fig. 4 in einem schematischen Blockschaltbild ein zweites 

Ausfuhrungsbeispiel einer erf indungsgemMJ3en Vorrich- 
tung zur Selektion und Detektion dreier Spektralbe- 
reiche eines Lichtstrahls und 



Fig. 5 in einem schematischen Blockschaltbild ein drittes 

Ausfuhrungsbeispiel einer erf indungsgemaBen Vorrich- 
tung, jedoch mit einer verstellbaren Selektionsein- 
richtung. 



Fig. 1 zeigt in einem schematischen Blockschaltbild den grund- 
satzlichen Aufbau eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops 1, bei 
dem von einem Laser 2 ein Lichtstrahl 3 erzeugt wird. Der 
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Lichtstrahl 3 wird iiber einen Uralenkspiegel 4, einen Anregungs- 
filter 5, eine Linse 6 und eine Blende 7 einem Strahlteiler 8 
zugefiihrt. Von dem Strahlteiler 8 wird der Lichtstrahl 3 um 



etwa 90° umgelenkt und gelahgt iiber eine weitere Linse 9, einen 
schwenkbaren Scan-Spiegel 10, ein Okular 11 und ein Objektiv 12 
zu dem zu mikroskopierenden Objekt 13. Von dem Objekt 13 wird 
zuraindest ein Teil des dort einfallenden Lichtstrahls 3 reflek- 
tiert. Der reflektierte Lichtstrahl 14 durchlauft das Objektiv 
12 , das Okular 11 , den Scan-Spiegel 10 und die Linse 9 zurtick 
zu dem Strahlteiler 8. Dort wird der reflektierte Lichtstrahl 
14 geradlinig durchgelassen und gelangt iiber eine Blende 15 zu 
der erf indungsgemaBen Vorrichtung 16, in der der Lichtstrahl 14 
optisch weiterverarbeitet wird. 

Fig. 2 zeigt die Spektren zweier Farbstoffe in einem Koordina- 
tensystera. Auf der Abszisse ist die Wellenlange des Lichts in 
Nanometer (nm) und auf der Ordinate ist die relative Intensitat 
des Lichts abgetragen. 

Handelt es sich bei dem Laser 2 bspw. urn einen Argon-Krypton- 
Mischgaslaser / so wird von diesem insbesondere eine Argon-Linie 
17 bei 488 nm und eine Krypton-Linie 18 beim 568 nm ausge- 
strahlt. Sind des weiteren Bestandteile des Objekt s 13 selektiv 
mit dem Farbstoff FITC (Fluoresceinisothiocyanat ) und dem Farb- 
stoff Lissamin-Rhodamin eingefarbt, so werden der Farbstoff 
FITC von der Argon-Linie 17 und der Farbstoff Lissamin-Rhodamin 
von der Krypton-Linie 18 angeregt. Diese Anregungen bewirken im 
Zusammenhang mit dem Farbstoff FITC eine Absorption 19 im Be- 
reich von etwa 495 nm und eine Emission 20 im Bereich von 528 
nm. Bei dem Farbstoff Lissamin-Rhodamin erfolgt eine Absorption 
21 im Bereich von etwa 574 nm und eine Emission 22 im Bereich 
von etwa 602 nm. 
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Sollen die unterschiedlich eingefarbten Bestandteile des Ob- 
jekts 13 beim Mikroskopieren erkannt werden, so ist es erfor- 
derlich, die Emissionen 20 und 22 der Farbstoffe FITC und Lis- 
samin-Rhodamin zu detektieren. Folglich sind der FITC-Spektral- 
bereich 23 und der Lissamin-Rhodamin-Spektralbereich 24 der 
Emissionen 20 und 22 zu detektieren. Dies erfolgt bei dera in 
Fig. 1 dargestellten Fluoreszenzmikroskop 1 mit Hilfe der er- 
f indungsgemaGen Vorrichtung 16 zur Selektion und Detektion un- 
terschiedlicher Spektralbereiche . 

Fig. 3 zeigt nun ein erstes Ausf uhrungsbeispiel einer erfin- 
dungsgemaflen Vorrichtung 16 zur Detektion zweier Spektralberei- 
che eines Lichtstrahls 14, mit einer Selektionseinrichtung 25 
und einer Detektionseinrichtung 26. 

In erfindungsgemafler Weise weist die Selektionseinrichtung 25 
Mittel 27 zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls 14 und Mit- 
tel 28 einerseits zum Ausblenden eines ersten Spektralbereichs 
2 9 und andererseits zur Reflexion zuraindest eines Teils 30 des 
nicht ausgeblendeten Spektralbereichs und die Detektionsein- 
richtung 26 einen im Strahlengang des ausgeblendeten ersten 
Spektralbereichs 29 angeordneten ersten Detektor 31 und einen 
im Strahlengang des ref lektierten Spektralbereichs angeordneten 
zweiten Detektor 32 auf . 

Fig. 3 zeigt des weiteren deutlich, daB die Selektionseinrich- 
tung 25 im Strahlengang des ref lektierten Spektralbereichs 30 
angeordnete Mittel 33 zum Ausblenden eines zweiten Spektralbe- 
reichs 34 umfaflt und daJ3 der zweite Detektor 32 Mm Strahlengang 
des ausgeblendeten zweiten Spektralbereichs 34 angeordnet ist. 

Bei dem in Fig. 4 dargestellten zweiten Ausf uhrungsbeispiel ei- 
ner erf indungsgemaflen Vorrichtung 16 weist die Selektionsein- 
richtung 25 im Strahlengang des ref lektierten Spektralbereichs 
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30 angeordnete Mittel 33 einerseits zum Ausblenden eines zwei- 
ten Spektralbereichs 34 und andererseits zur weiteren Reflexion 
zumindest eines Teils 35 des hier nicht ausgeblendeten Spek- 
tralbereichs auf. Der zweite Detektor 32 ist im Strahlengang 
des ausgeblendeten zweiten Spektralbereichs 34 und ein dritter 
Detektor 36 ist im Strahlengang des weiter ref lektierten Spek- 
tralbereichs 35 angeordnet . 

Die Selektionseinrichtung 25 des in Fig, 4 dargestellten Aus- 
fuhrungsbeispiels der erf indungsgemaBen Vorrichtung 16 umfaflt 
des weiteren im Strahlengang des weiter ref lektierten Spektral- 
bereichs 35 angeordnete Mittel 38 zum Ausblenden eines dritten 
Spektralbereichs 39, wobei der dritte Detektor 36 im Strahlen- 
gang des ausgeblendeten dritten Spektralbereichs 39 angeordnet 
ist. Folglich werden mit dem hier dargestellten Ausf iihrungsbei- 
spiel insgesamt drei Spektralbereiche 29 , 34 und 39 selektiert 
und detektiert. Entsprechend den Ausfuhrungen in der allgemei- 
nen Beschreibung ist eine Kaskadierung mehrerer Spektralberei- 
che ausblendenden und ref lektierenden Mittel sowie Detektoren 
moglich, so daB ohne weiteres auch mehr als drei Spektralberei- 
che gleichzeitig selektierbar und detektierbar sind. 

Bei den in den Fig. 3, 4 und 5 dargestellten Ausf iahrungsbei- 
spielen sind die Mittel 27 zur spektralen Zerlegung des Licht- 
strahls 14 als Prisma ausgefiihrt, wobei das Prisma bei dem in 
Fig. 5 dargestellten dritten Ausf iihrungsbeispiel um eine ortho- 
gonal zum einfallenden Lichtstrahl 14 und zur Zeichenebene ver- 
laufende Achse 37 gemaJ3 Pfeil 40 in Fig. 5 schwenkbar ist. Die 
Mittel 28 , 33 und 38 sind jeweils als Spaltblende ausgefiihrt, 
wobei zur Reflexion zumindest eines Teils des nicht ausgeblen- 
deten Spektralbereichs auf einer dem einfallenden Licht zuge- 
wandten Oberflache jeweils eine total ref lektierende Beschich- 
tung 41 vorgesehen ist. 
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Gemafl dem in Fig. 5 dargestellten dritten Ausf iihrungsbeispiel 
ist der Spalt 42 der Spaltblende sowohl in seiner Position als 
auch in seiner Dimension gemaB den Pfeilen 43, 44 veranderbar, 
wodurch sich vorgebbare bzw. einstellbare Spektralbereiche aus- 
blenden lassen. Ebenso sind die die ref lektierende Beschichtung 
41 tragenden Flachen sowohl in ihrer Position als auch in ihrer 
Winkelstellung veranderbar, wodurch der reflektierte Spektral- 
bereich ebenfalls beeinf luBbar ist. 

Hinsichtlich der Vorkehrung lichtabsorbierender Bereiche bzw. 
von Lichtf alien sowie hinsichtlich der Vermeidung bzw. Reduk- 
tion von Streulicht wird zur Vermeidung von Wiederholungen auf 
den allgemeinen Teil der Beschreibung verwiesen. 

Hinsichtlich der in Fig. 5 dargestellten Ausf iihrungsf orm wird 
noch erganzend darauf hingewiesen, da/3 die Mittel 27 zur spek- 
tralen Zerlegung des Lichtstrahls 14 und die Mittel 28 zum Aus- 
blenden eines ersten Spektralbereichs 29 bzw. zur Reflexion zu- 
mindest eines Teils 30 des nicht ausgeblendeten Spektralbe- 
reichs in ihrer Winkelstellung und Position relativ zueinander 
veranderbar sind. Dies ist durch Pfeil 45 lediglich angedeutet. 
Gleiches gilt fur die Mittel 28 und 33 zum Ausblenden eines 
Spektralbereichs 29 bzw. 34, was durch Pfeil 46 angedeutet ist. 
SchlieBlich lassen sich auch die in Fig. 5 nicht gezeigten De- 
tektoren in ihrer Relativlage zu den Mitteln 28, 33 in ihrer 
Winkelstellung und Position verandern. 

Mit Nachdruck wird nochmals darauf hingewiesen, daB die in den 
Fig. 3, 4 und 5 dargestellte und zuvor erlauterte erf indungsge- 
maBe Vorrichtung im Strahlengang eines* in Fig. 1 schematisch 
dargestellten Fluoreszenzmikroskops 1 verwendet bzw. angeordnet 
sein kann. 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Selektion und Detektion mindestens zweier 
Spektralbereiche eines Lichtstrahls (14), mit einer 
Selektionseinrichtung (25) und einer Detektionseinrichtung 
(26), 

dadurch gekennzeichnet, da£ die Selek- 
tionseinrichtung (25) Mittel (27) zur spektralen Zerlegung des 
Lichtstrahls (14) und Mittel (28) einerseits zum Ausblenden ei- 
nes ersten Spektralbereichs (29) und andererseits zur Reflexion 
zumindest eines Teils (30) des nicht ausgeblendeten Spektralbe- 
reichs und die Detektionseinrichtung (26) einen im Strahlengang 
des ausgeblendeten ersten Spektralbereichs (29) angeordneten 
ersten Detektor (31) und einen im Strahlengang des reflektier- 
ten Spektralbereichs (30) angeordneten zweiten Detektor (32) 
umfaflt. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Selektionseinrichtung (25) im Strahlengang des reflektier- 
ten Spektralbereichs (30) angeordnete Mittel (33) zum Ausblen- 
den eines zweiten Spektralbereichs (34) umfaJ3t und dafl der 
zweite Detektor (32) im Strahlengang des ausgeblendeten zweiten 
Spektralbereichs (34) angeordnet ist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Selektionseinrichtung (25) im Strahlengang des reflektier- 
ten Spektralbereichs (30) angeordnete Mittel (33) einerseits 
zum Ausblenden eines zweiten Spektralbereichs (34) und. anderer- 
seits zur weiteren Reflexion zumindest eines Teils (35) des 
hier nicht ausgeblendeten Spektralbereichs umfaJ3t, daJ3 der 
zweite Detektor (32) im Strahlengang des ausgeblendeten zweiten 
Spektralbereichs (34) angeordnet ist und daB ein dritter Detek- 
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tor (36) im Strahlengang des weiter ref lektierten Spektralbe- 
reichs (35) angeordnet ist. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Selektionseinrichtung (25) im Strahlengang des weiter 

ref lektierten Spektralbereichs (35) angeordnete Mittel (38) zum 
Ausblenden eines dritten Spektralbereichs (39) umfafit und dai3 
der dritte Detektor (36) im Strahlengang des ausgeblendeten 
dritten Spektralbereichs (39) angeordnet ist. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl mehrere Spektralbereiche (29 , 34, 39) aus- 
blendende und ref lektierende Mittel (28, 33, 38) sowie Detekto- 
ren (31, 32, 36) kaskadiert zueinander angeordnet sind, so da£ 
der jeweils ausgeblendete Spektralbereich (29, 34, 39) detek- 
tiert und der jeweils reflektierte Spektralbereich (30, 35) 

ggf . abermals ausgeblendet und ebenfalls detektiert wird. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daI3 die zum Ausblenden und ggf, zur Reflexion 
dienenden Mittel (28, 33, 38) und der jeweils dazugehorende De- 
tektor (31, 32, 36) als integrale Baugruppe ausgefuhrt sind. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Mittel (27) zur spektralen Zerlegung des 
Lichtstrahls (14) als Prisma, optisches Gitter oder Hologramm 
ausgefuhrt sind, 

8* Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Prisma, Gitter oder Hologramm um eine vorzugsweise orthogo- 
nal zum einfallenden Lichtstrahl (14) verlaufende Achse 
schwenkbar ist. 
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9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 die Mittel (28, 33, 38) zum Ausblenden eines 
Spektralbereichs (29, 34, 39) als Blende, vorzugsweise als 
Spaltblende, ausgefiihrt sind. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet , da3 die Mittel (28, 33, 38) einerseits zum Aus- 
blenden eines Spektralbereichs (29, 34, 39) und andererseits 
zur Reflexion zumindest eines Teils (30, 35) des nicht ausge- 
blendeten Spektralbereichs als Spiegelblende ausgefiihrt sind, 
die auf mindestens einer ihrer dem einfallenden Licht zugewand- 
ten OberflSchen eine vorzugsweise total ref lektierende Be- 
schichtung (41) aufweist. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeich- 
net, daJ3 der Spalt (42) der Spaltblende in seiner Position 
und/oder Dimension veranderbar ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , da/3 
die ref lektierende FISche bzw. die ref lektierenden Flachen in 
ihrer Position und/oder Winkelstellung veranderbar ist bzw. 
sind. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB die VerSnderung kontinuierlich, vorzugsweise uber 
einen Motorantrieb, erfolgt. 

.14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 die Mittel (28, 33, 38) zum Ausblenden eines 
Spektralbereichs (29, 34, 39) und ggf. -zur Reflexion zuraindest 
eines Teils (30, 35) des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs 
(30, 35) weitere Mittel zum Ausblenden von Spektrallinien, ins- 
besondere Lichtfallen, aufweisen. 
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15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da/3 
die Mittel zum Ausblenden von Spektrallinien als nicht reflek- 
tierende Bereiche bzw. lichtabsorbierende Bereiche und als in- 
tegrale Bestandteile der Mittel zum Ausblenden und ggf . zur Re- 
flexion ausgefuhrt sind. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15 , dadurch gekennzeichnet , daJ3 
die nicht ref lektierenden Bereiche in ihrer Position und/oder 
Winkelstellung veranderbar sind. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Veranderung kontinuierlich, vorzugsweise iiber einen Motor- 
antrieb, erfolgt. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 in den unterschiedlichen Strahlengangen der 
ausgeblendeten und/oder ref lektierten Spektralbereiche (29, 34, 
39 bzw. 30, 35) Mittel zur Reduktion von Streulicht angeordnet 
sind. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 die Mittel (27) zur spektralen Zerlegung des 
Lichtstrahls (14) und die Mittel (28, 33, 38) zum Ausblenden 
eines Spektralbereichs (29, 34, 39) und ggf. zur Reflexion zu- 
mindest eines Teils (30, 35) des nicht ausgeblendeten Spektral- 
bereichs in ihrer Winkelstellung und/oder Position relativ zu- 
einander veranderbar sind. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 die verschiedenen Mittel (28, 33, 38) zum 
Ausblenden eines Spektralbereichs (29, 34, 39) und ggf. zur Re- 
flexion zumindest eines Teils (30, 35) des nicht ausgeblendeten 
Spektralbereichs in ihrer Winkelstellung und/oder Position re- 
lativ zueinander veranderbar sind. 
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21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 die Detektoren (31, 32, 36) in ihrer Rela- 
tivlage zu den Mitteln (23, 33, 38) zum Ausblenden eines Spek- 
tralbereichs (29, 34, 39) und ggf- zur Reflexion zumindest ei- 
nes Teils (30, 35) des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs in 
ihrer Winkelstellung und/oder Position zueinander veranderbar 
sind. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet , daB die Veranderung kontinuierlich, vorzugs- 
weise iiber einen Motorantrieb, erfolgt. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, gekenn- 
zeichnet durch die Verwendung im Strahlengang eines konfokalen 
Fluoreszenzmikroskops ( 1 ) . 



ERSATZBLATT 




Ersatzblatt 



WO 95/07447 




PCT/DE94/01019 




:0 
> «H 

r-i jj 



Ersatzblatt 



WO 95/07447 




PCT/DE94/01019 



3/5 




Ersateblatt 




Ersatzblatt 



WO 95/07447 




Ersatzblatt 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



A. CLASSIFICATION OF SU 

IPC 6 G01J3/36 



a. 



Intern ial Application No 

PCfiflfe 94/01019 



„..ATTER 

G01J3/12 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 G01J G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the internauonal search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



US, A, 4 519 707 (F.B.KUFFER) 28 May 1985 
see column 2, line 45 - line 65; figure 1 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 16, no. 319 (P-1385) 13 July 1992 

& JP,A,04 093 915 (NIKON CORP) 26 March 

1992 

see abstract 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 10, no. 154 (P-463) 4 June 1986 

& JP.A.61 007 426 (SHIMAZU SEISAKUSHO KK) 

14 January 1986 

see abstract 



1-13 
1-13 



1-13 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of a ted documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



•T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when* the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

9 November 1994 



Date of mailing of the international search report 



i a n 94 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 6SI epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Scheu, M 



Form PCT/IS A/210 (tecond meet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 

00 



uil Application No 

94/01019 



Publication 
date 



US-A-45 19707 



28-05-85 



NONE 



Form PCT/ISA/310 (pUtnt famUy Mine*) (July 



INTERNATI^^LER RECHERCHENBERICHT 




ales Aktenzeichen 

p 94/01019 


A. KIASSIFIZIERUNO DES JJ^PRLDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01J3/36 G01J3/12 






Nach der International en Patentklassifikauon (IPK) oder nach der nationalen KJassifikation und dcr IPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchierter Mindcstprufstoff (KlassifikaUonssystcm und Klasafikationssymbole ) 

IPK 6 G01J G01N 


Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Verdffentiichungen, soweit diesc untcr die r« 


*herchiert 


en Gebiete fallen 



Wahrcnd der internauonalen Recherche konsulticrte clektronischc Datcnbank (Name der Datenbank und evtl. verwcndete Suchbegriffe) 



Kategorie* 


Bezeiehnung der Veroffentiichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Bctracht kommenden Teile 


Bctr. Anspruch Nr. 


Y 


US, A, 4 519 707 (F.B.KUFFER) 28. Mai 1985 
siehe Spa He 2, Zeile 45 - Zeile 65; 
Abbi Idung 1 


1-13 


Y 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 16, no. 319 (P-1385) 13. Juli 1992 

& JP.A.04 093 915 (NIKON CORP) 26. Marz 

1992 

siehe Zusammenfassung 


1-13 


Y 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 10, no. 154 (P-463) 4. Juni 1986 

& JP.A.61 007 426 (SHIMAZU SEISAKUSHO KK) 

14. Januar 1986 

siehe Zusammenfassung 


1-13 



□ 



Wcitere VerdtTentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnenmen 



Siehe Anhang Patenoamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentiichungen 

*A" Veroffentiichung, die den allgcmcinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internauonalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L* Veroffentiichung, die geeignet ist, cinen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lass en, oder durch die das Vcroffentlichungs da turn einer 
anderen im Recherchenbcricht genannten Veroffentiichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentiichung, die sich auf dne miindliche Offenbarung, 

cine Benutzung, cine Ausstdlung oder andere Maflnahmen bezieht 
•p* VeroffenUichung, die vor dem internauonalen Anmeldedatum, aber nach 



T* Spatere Veroffentiichung, die nach dem internauonalen Anmeldedatum 
Oder dem Prion tatsdatum veroffentlicht worden ist und nut der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zumVerst&ndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X # Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentiichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Taugkeit beruhend betrachtet werden 

*Y" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Taugkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren anderen 
VerdtTentlichungen dieser Kate gone in Verbindung gcbracht wird und 
diese Verbindung fur cinen Fachmann naheliegcnd ist 
Veroffentiichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

9. November 1994 


Absendedatum des internauonalen Recherchenberichts 

1 8. 11, 94 


Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo At. 
Fax ( + 31-70) 340-3016 


BevoUmachugter Bcdiensteter 

Scheu, M 



Formblatt PCT/ISA/210 (BUtt 3) (Juli 1992} 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Im Rechcrchenberh 
angefUhrles Patentdokument 



Datum der 
VerofTenilichung 



Inter* tales Aktenzeichen 

iE 94/01019 



MitgUed(er) der 
Paten if amilie 




Datum der 
V er 6ffen tlich ung 



US-A-45 19707 



28-05-85 



KEINE 



Formblatt PCT/ISArtlO (Anhanj Paientftmilie)(JulI 1992) 



This Page is inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
J£ BLACK BORDERS 

j4 IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
^ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

^COLORED OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REPERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: ■ ; 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning documents will not correct images 
problems checked, please do not report the 
problems to the IFW Image Problem Mailbox 



